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論文内容の要旨 
 心臓は脊髄動物の発生において最初に発生する臓器の一つで、その分化には数多くの高
度に制御された過程が関係している。幹細胞から心筋細胞への分化過程を解明できれば、
分化の選択に新たな知見を与えるだけでなく、様々な心臓疾患に対する薬剤開発や臓器移
植に大いに役立つと考えられる。 
 PARM-1 (prostatic androgen repressed message-1) は去勢されたラットの前立腺組織
に発現亢進が認められる遺伝子として同定され、心筋細胞にもその発現が認められる。心
筋細胞において、PARM-1 は主に小胞体に存在し、小胞体ストレスでその発現が亢進する。
また PARM-1 は小胞体ストレス時に PERK, ATF6, CHOP を制御し心筋細胞のアポトーシ
スに関与していることを報告した。ATF6 や GRP78 といった小胞体タンパクは胎生心臓に
発現が認められ、胚発生に関与していると考えられている。また PARM-1 はマウス心臓に
おいて発生 10.5 日からその発現が認められ、成熟心臓に至るまでその発現増加が認められ
る。しかしながら PARM-1の心臓発生における役割は明らかではない。本研究では PARM-1
の心筋細胞発生における役割を検討した。 
 まず初めに P19CL6 細胞を用い、DMSO 刺激による心筋分化過程における PARM-1 の
発現を real-time PCR 法を用いて検討した。6cm dish に 1.85×105個の P19CL6 細胞をま
き、培養液中に 1% DMSO を添加することにより P19CL6 細胞は心筋細胞へと分化してい
く。培養液は 2 日ごとに交換した。分化開始より 2日ごとに RNA を回収し、cDNA に逆転
写した後に LightCycler (Roche Applied Science) を用いて real time PCR法にて各遺伝子
の発現を評価した。未分化状態の P19CL6細胞では PARM-1の発現は認められなかったが、
分化 4日目から PARM-1 の発現が認められ分化 8 日目にピークを迎えた。これは中胚葉マ
ーカーの発現に引き続き、また一方心筋転写因子や心筋サルコメア蛋白の発現に先立つも
のであった。 
 次に PARM-1 の心筋分化における役割を調べるために、レトロウイルスを用いて
P19CL6 細胞に PARM-1 を過剰発現させ、DMSO 刺激による心筋分化を誘導した。心筋分
化誘導効率を検討するため、α-MHC プロモータにより GFP 発現が制御されるベクターを
stable transfection した P19E25 細胞を用いた。この細胞は心筋に分化し α-MHC を発現
すると GFP を発現し緑色の蛍光を発する。この細胞にレトロウイルスを用いて LacZ と
PARM-1 を過剰発現させてその心筋分化を見てみると、PARM-1 過剰発現にて GFP 発現の
亢進、すなわち心筋細胞分化細胞が増加していることを見出した。実際 FACSCaliber Flow 
Cytometer (Becton Dickinson) を用いて Flow cytometry で解析を行っても PARM-1 過剰
発現にて LacZ 過剰発現群と比較して GFP 陽性細胞数の増加が確認された。この結果に一
致して、PARM-1 過剰発現 P19CL6 細胞では α-MHC と cTnI の発現が亢進しており、
PARM-1 過剰発現により心筋分化が促進していることが示唆された。 
 P19CL6 細胞は増殖しながら分化していくため、この PARM-1 による心筋分化促進が
P19CL6 細胞の増殖能亢進によるものかどうかを検討した。P19CL6 細胞に BrdU を取り
込ませ、その取り込み量を ELISA 法により吸光度を測定することで増殖能を検討した。未
分化状態の LacZ 過剰発現 P19CL6細胞と PARM-1過剰発現 P19CL6細胞に増殖能の差は
認めず、分化亢進が増殖能の亢進によるものではないことが判明した。また PARM-1 過剰
発現にて Oct3/4, Nanog, Eras といった未分化マーカーに変化は認められなかった。心筋分
化過程においてもこれら未分化マーカーに差は認めなかったが、PARM-1過剰発現P19CL6
細胞では GATA4, Nkx2.5, Tbx5 といった心筋転写因子の発現亢進が認められた。一方
Brachyury, Mesp1 といった中胚葉マーカーは差がなく、PARM-1 は心筋転写因子の発現亢
進に関与していると考えられた。 
 心筋分化には Wnt シグナルや BMP シグナルが非常に重要であるため、そのシグナル伝
達因子に変化があるかどうかを検討した。Wnt3 の発現には変化は見られなかったが、
Wnt3a の発現は PARM-1 過剰発現 P19CL6 細胞では分化 2 日目にピークを迎え、分化 4
日目では LacZ 過剰発現 P19CL6 細胞よりも発現が低下していた。また PARM-1 過剰発現
P19CL6 細胞では未分化状態から BMP2 の発現が亢進しており、分化 2日目から 6 日目に
かけて BMP2 ならびに BMP4 の発現が亢進していた。BMP2, BMP4 の発現亢進の機能的
重要性を検討するため、その下流シグナルである Smad のリン酸化を Western blotting に
よって評価した。結果、TGF-βシグナルの下流である Smad2 のリン酸化に差は認められ
なかったが、BMP2, BMP4 の下流である Smad1/5/8 のリン酸化亢進が認められた。 
 以上の結果より、PARM-1 は心筋分化においては中胚葉分化以降の BMP シグナルを活
性化することにより心筋分化を促進しているのではないかと考えられた。 
